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学 位 論 文 内 容 の 要 旨   
神経損傷に起因する病的痺痛の実験モデルとして末梢神経切断が多用されてきた。ラット新生  
仔において末梢神経を切断すると、成熟期の切断とは異なり、末梢軸索の切断を受けた1次求心  
ニューロンにアポトーシスが誘発されることが知られている。近年の研究で、哺乳類のアポトー  
シスにおいてカスバーゼが重要な機能を持つことが知られるようになり、三叉神経系では神経切  
断による1次ニューロンのアポトーシスにカスバーゼー3の活性化が関与することが明らかとな  
った。カスバーゼー3はアポトーシスの実行を担う effecterカスバーゼであるが、カスバーゼー  
3の活性化はカスバーゼカスケードの上流に位置するinitiatorカスバーゼに依存している。本  
研究ではラット新生仔の坐骨神経切断後に、受傷1次ニューロンの細胞体を含む第5腰神経後根  
神経節（L5DRG）ニューロンにおけるinitiatorカスバーゼー8と－9の活性化を免疫組織化学的  
に検索するとともに、TUNEL法によって標識されるDNAの断片化との関係を形態学的に分析した。   
【材料ならびに方法】   
生後12～24時間のS．D．系ラット新生仔に坐骨神経切断を施し、12～72時間後にL5DRGの凍  
結切片を作成した。これらの切片に（活性型）カスバーゼー8、－9、－3に対する抗体を用いた  
免疫組織化学染色（DAB発色、ニッスル対比染色）、TUNEL法によるDNA断片の標識（DAB発色、  
ニッスル対比染色）、あるいはカスバーゼの免疫染色とTUNEL法による蛍光二重染色を施した。   
【結果】  
1．神経切断を行わない場合および神経切断と反対側のL5DRGではカスバーゼの免疫反応は  
ほとんどみられなかった。カスバーゼ陽性像は神経切断後16時間から48時間にかけて、切断後  
24時間をピークに一過性の増加を示した。陽性像の大部分は大型（直径8〃m以上）の円形ない  
し楕円形で、対比染色された正常なニューロンと同様の形態を示したことから、ニューロン細胞  
体と判断された。3種のカスバーゼとも、陽性ニューロンの形態には差が見られなかった。カス  
バーゼー8陽性ニューロンは－9及び－3陽性ニューロンより少なかったが、いずれのカスバーゼ  
についても類似した経時的変化のパターンを示した。カスバーゼ陽性ニューロンは神経切断後16  
時間から48時間にかけて一過性の増加を示し（pく0．01，ANOVA）、ピーク時の切断後24時間では  
カスバーゼー8、－9、－3陽性ニューロンはそれぞれL5DRGニューロンの1．9％、3．0％、3．1％  
に達した。   
2．カスバーゼ陽性手ユーロンが最も多い切断後24時間の切片にTUNELを施した結果、多数  
のTUNEL陽性頼粒が観察された。顆粒はいずれも円形ないし楕円形であり、その大きさ（直径8  
〃m以上）からニューロンの細胞体と判断されるものもあった。小型のものの一部は、対比染色  
によってニッスル染色されたニューロンの細胞体に囲まれることから、アポトーシスの形態変化  
における初期の段階で、DNA断片が核内に限局したニューロンと考えられる。一方、小型頼粒が  
数個が密集して観察されるものは、1個のニューロンに由来するアポトーシス小体である可能性  
が示唆されるが、単独で観察される場合はグリアのアポトーシス像である可能性が否定できなか  
った。   
3，二重染色でも、カスバーゼの免疫蛍光像とTUNEL蛍光像はDAB発色による単染色と同様の  
形態を示した。3種のカスパーゼとも、陽性ニューロンの約95％がTUNEL陽性反応を示した。こ  
れらカスバーゼ陽性ニューロンにおいて、TUNEL陽性反応は細胞全体に拡散しているものと細胞  
内の小型顆粒として認められるものが区別され、後者はDNA断片が核内に限局しているものと思  
われる。   
【考察】   
本研究はラット新生仔の坐骨神経切断によったL5DRGニューロンにカスバーゼー8、－9、－3  
の活性化が起こることを明らかにした。カスバーゼは脊椎動物のアポトーシスにおけるシグナル  
伝達経路（カ子パーゼカスケード）を構成する酵素群であり、カスバーゼー8と－9はいずれもプ  
ロカスバーゼー3を制限分解することによって活性型のカスバーゼー3に変えることが知られて  
いる。今回検索した3種のカスバーゼの活性がみられたニューロンは大部分がTUNEL陽性反応を  
示したことから、ラット新生仔において受傷1次ニューロンに誘発されるアポトーシスではこれ  
らのカスバーゼがカスケードを構成し、アポトーシスの開始期に必要なシグナル伝達を行ってい  
るものと考えられる。また収縮したニューロンの細胞体やアポトーシス小体にはいずれのカスバ  
ーゼの免疫活性もみられなかったことから、カスパーゼー3がそのターゲットとなる物質を分解  
し始めた後には、カスパーゼの活性が急速に失われ、アポトーシスの過程はカスバーゼの活性に  
依存せずに進行するものと思われる。   
論 文 審 査結 果 の 要 旨   
本研究は、ラット新生仔の末梢神経切断によって一般体性知覚一次ニューロンに誘発さ  
れる細胞死のメカニズムを解明しようとしたものである。その結果、坐骨神経切断後16  
時間から48．時間にかけて受傷一次ニューロンの細胞体を含む切断側第5腰神経後根神経  
節の全域のニューロンに、TUNEL染色によって標識される DNAの断片化及び活性型  
caspase－8、一9と－3の免疫活性が観察された。坐骨神経切断後24時間の非切断側ではい  
ずれのcaspase陽性ニューロンも極めて少なかった（〈0．1％）が、切断側では4．4％、2．7％、  
4．2％のニューロンにcaspase－8、－9、－3の免疫活性を認めた。なお、坐骨神経切断12～  
72時間のいずれの時間においてもcaspase－8の発現率は－3や－9と比較して少なかった。  
Caspaseは脊椎動物のアポトーシスにおけるシグナル伝達経路（caspasecascade）を構成  
する酵素群であり、initiatorcaspaseであるcaspase－8と－9はいずれもeffetercaspase  
の前駆体であるprocaspase－3を制限分解することによって活性型のcaspase－3に変える  
ことが知られている。TUNEL染色とcaspaseの二重染色による分析の結果、今回検索した  
3種のcaspaseの活性がみられたニューロンは大部分（92．5～94．6％）がTUNEL陽性反応を  
示したことから、ラット新生仔において受傷一次ニューロンに誘発されるアポトーシスで  
はこれらのcaspaseがcascadeを構成し、アポトーシスの開始期に必要なシグナル伝達を  
行っているものと考えられる。また収縮したニューロンの細胞体やアポトーシス′J、体には  
いずれのcaspaseの免疫活性もみられなかったことから、CaSPaSe－3がそのターゲットと  
なる物質を分解し始めた後には、CaSPaSeの活性が急速に失われ、その後のアポトーシス  
の過程はcaspaseの活性に依存せずに進行するものと示唆された。   
本研究は、発生期におけるニューロンの生理的細胞死や発育期における傷害に起  
因するニューロンの細胞死を理解するうえで重要な基礎的知識を与えるものであ  
り、審査委員会は本論文に博士（歯学）の学位論文としての価値を認める。   
